ショクヨウギク モッテノホカ ガ ガンユウ スル ポリフェノール ノ セイリ カッセイ ニツイテ by 仁科  淳良 et al.
仁科・加藤・木村食用菊モッテノホカが含有するポリフェノールの生理活性について
食用菊モッテノホカが含有する
ボリフェノールの生理活性について
Pheamocological activities of polyphenolic compounds from 
Dendranthema X gl'Ondijlorum cv.明fottenoholca' 
仁科淳良1)・加藤守匡1)・木村博一2)
Atsuyoshi Nishina， Morimasa Kato and Hirokazu Kimura 
1)米沢女子短期大学健康栄養学科、 2)国立感染症研究所
Abstract 
Constituents from Dendranthema X grandifJorum cv.‘Mottenohoka' which activate MAP kinase in 
PC12 cells were studied. By molecular sieve chromatography and preparative high-performance Iiquid 
chromatography， four components which promote phosphorylation of MAP kinase and exhibited UV 
absorption were isolated from Mottenohoka methanol extract. From the various structural analyses， 
active components were identified as 3'，5，5'，7・tetrahydroxyflavanone(A)， luteolin (B) and acacetin 
(D). Isolated compounds (A， B and D) promoted phosphorylation of MAP kinases in PC12 c巴ls.
Since the specific activity of isolated three components on MAP kinase-phosphorylation were weaker 
than that of crude methanol extract， it was considered that Mottenohoka contains active and exhibiting 
no ultraviolet absorption components other than A， B， and D. 
1.緒言
図1モッテノホカ
モッテノホカとは山形県特産の食用菊のひとつである。山形では古くから、モッテノホカ
は秋の味覚と して親しまれてきており、現在でも収穫期には地域の特産品として庖頭をにぎ
わしている。食用菊とは、菊の一種でキク科キク属の植物のうち、特に食用として栽培され
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ている菊のことを指す。モッテノホカは淡い紫色の食用菊であり、花びら(花弁)の部分を
食用とし、苦みの少なさ、独特の風味と味の良さ、しゃきしやきとした歯ごたえが特徴であ
る。このモッテノホカの正式名称は「延命楽」であるが、山形県では「モッテノホカ」とい
う名称が一般的である。この特徴的な名前の由来は、「天皇の御紋である菊の花を食べると
はもってのほかだJIもってのほかおいしいjといったことにあると言われている。収穫時
期によって早生モッテ、中モッテ、奥モッテと分類され、収穫時期が遅くなるほど花弁の色
が濃くなっていく。食用には味の良さから、中モッテが適していると言われている。
モッテノホカは、主に酢の物にして食べられるが、てんぷらやおひたしにするなど食べ方
はさまざまである。モッテノホカの花びらは筒状になっているため、型崩れしにくく調理が
しやすい。また調理をしてもしやきしやきとした触感は損なわれない。ほかにも花びらを蒸
し、海苔のように平らに伸ばし、干した菊のり(干し菊、のし菊とも呼ばれる)という加工
品もある。菊のりは少量の酢を入れた湯でときほぐした後、冷水に落として軽く絞って調理
に使う。乾燥品であるため長期保存が可能であり季節に関係なく利用できる。
モッテノホカの収穫は9月下旬から始まり、晩秋の1月上旬頃に終わる。山形県では内陸地
方での栽培が盛んだが、秋を感じさせる色・香り・味として、庄内でも栽培が行われている。
モッテノホカは、また、繊維質が豊富で、カロチン、カリウム、カルシウム、リンを多く
含んでいることから、最近では健康増進作用に注目が集まっている。
本学が位置する置賜地域は、モッテノホカの有数の産地である。東京都中央卸売市場で扱
うモッテノホカの6割以上は山形産が占め、山形県の食用菊の生産量は全国l位である。気
候や土壌など自然環境に恵まれていることに加え、品種改良による早生種の開発やハウス栽
培技術の確立など、関係者の努力によって安定した収穫が得られるようになってきたこと
が、生産量全国一につながっていると考えられる。
現代社会において健康、特に生活習慣病予防に対する関心は高まっており、医薬品でなく
疾病の予防や治療に役立つ効果が期待される食品についての研究、開発が盛んになってい
る。食用菊の機能性に関する報告は下記のとおりである。
菅原らは、山形県で栽培されている食用キ夕、 4栽培品種|イワカゼ，コトブキ，モッテ
ノホカ(黄色花弁).モッテノホカ(紫色花弁)fについて、 主要なフラボノイドを定量する
とともに、その成分組成と DPPHラジカル消去活性との関係を明らかにした。ポリフェノ
ール画分のラジカル消去活性はモッテノホカ(黄色花弁)が最も強く、次いでコトブキ、イ
ワカゼ，モッテノホカ(紫色花弁)における順であった[1 ]。
村山らは、食用ギク 4品種の抗酸化性およびラジカル消去活性を評価した。これらの花弁
のメタノール抽出物はいずれも強い活性を示したが、品種聞の差はみられなかった。ゲルj慮
過クロマトグラフィーおよび高速液体クロマトグラフイーによって、活性を有する物質を単
離するとともに、クーロケム検出器を用いてその抗酸化性を調査した結果、食用ギクの抗酸
化性に関わる主な物質は、クロロゲン酸， 3，5・ジカフェオイルキナ酸、 4，5・ジカフェオイル
キナ酸であることが明らかとなった [2]。また、立山らは、食用花弁に含まれるポリフェ
ノール類含有量と抗酸化活性について報告している [3]。
山形県衛生研究所は、モッテノホカのポリフェノーJレ画分の抗ピロリ菌活性があると報告
した。また、東北農業試験場・畑地利用部・畑作物栽培生理研究室で食用ギク花弁からの
抽出物は、抗酸化性、ラジカル消去活性を有し、活性成分は、クロロゲン酸と 2種のイソク
ロロゲン酸 (3，5-ジカフェオイルキナ酸 4，5-ジカフェオイルキナ酸)であるとの研究がなさ
れた [4]。
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我々は、昨年からモッテノホカの神経細胞に対する作用に関する検討を開始し、モッテノ
ホカの成分がPC12細胞中の MAPキナーゼを活性化するとともに微弱ではあるが神経分化
を引き起こすことを明らかにした。本年度は、モッテノホカ中の MAPキナーゼ活性化物質
の単離・同定を目指した。
2.実験材料と方法
2.1 実験材料
山形県の地産地消コーデイネーターを通して長井市の竹田義一氏が生産したモッテノホカ
を購入した。
2.2 試薬
3・(4.5-dimethglthiazo之司y)・2.5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide (MTT)は、シグマ杜の製品を、
ヘキサン、クロロホルム、メタノール、 トリフルオロ酢酸(いずれも特扱)は和光純薬の製
品を購入時の状態で使用した。その他の試薬は和光純薬の製品を購入時の状態、で使用した。
2.3 PC12細胞
PC12細胞は、岐阜薬科大学の古川昭栄教授から分与されたものを、ダルベッコ改良イー
グル培地 (DMEM:シグマ社製)にそれぞれ加熱により非働化した馬血清(ギプコ製)10% 
と牛胎児血清(三光純薬製) 5%を添加した溶液中で培養した。活性試験はDMEMに馬血
清 1%と牛胎児血清0.5%を添加した溶液(活性試験用培地)を用いた。PC12細胞を 2X 106 
個 1m!濃度でコラーゲンコートした6穴マイクロプレートに播種し、 37tで空気95%、二酸
化炭素5%のもとで2目前培養した。培地を除去して PBS(phosphate-buffered saline)で洗
浄後、所定量の被験サンプルを活性試験用培地に分散または溶解し、 37tで30分間、 PC12
細胞を被験サンプルで刺激した。氷上でマイクロプレートを 3mlの2mM TBS (0.33M 
I、~aCl と 6.25M Na3V04を含有)で洗い、 Ripaパップアー(150mMt、~aCl 、 2 mM EDTA、 1
% NonidetP-40 (w/v)、1% sodium deoxycholate (w/v)、0.1%SOS (w/v)、50mMNaF、0.1%
aprotinin (w/v)、0.1% leupeptin (w/v)、1mM Na3V04，lmM PMSF pH8.0)で細胞を溶かした
溶解した細胞をセルスクレーパーで集めて、1.5m!マイクロチューブに移し、 4t 15000gで
30分間遠心分離した。上清を別のマイクロチューブに移すとともにタンパク質含有を BCA
タンパク質定量キット(ピアス社)で測定した。
2.4 活性化(リン酸化)したタンパク質の測定法
20μgのタンパク質を含む上清を SOSサンプルパップアー(インビトロジェン社)と
混合し80tで5分間反応した。タンパク質を SOふポリアクリ lレアミド電気泳動で分離
し、 PVOFメンプランにエレクトロブロットにより転写した。 PVDFメンプランはハイボ
ンドー P(GEヘルンスケア社)を用いた。イブノプロット分析は一次抗体としてリン酸化
p44/42ERKモノクローナル抗体(セルシグナルテクノ ジ一社)、二次抗体としてアルカリホ
スファターゼ共役抗ウサギIgG(サンタクルズ社)を用いた。発色は APバッファー (O.1M
Tris寸IClNaCl 0.58%， MgC12 0.1% pH9.5) 10mlに7.5%nitro blue tetrazolium (NBT)を45μEと
5 % 5-bromo-4-chlor巴ふindcurylphosphatr-touidine (BCIP) を35/1e混合した溶液中で、行った。
2.5 抽出物の細胞毒性
PC12細胞を 2X 106個Iml濃度でコラーゲンコートした96穴マイクロプレートに播種し、
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37"C、二酸化炭素5%のもとで2.3と同じ培地で2日間前培養した。培地を除去後、所定量
の被験物を含有する培地 (DMEMに馬血清1%、牛胎児血清0.5%を添加)100iAを注入し12
時間後に MTT法により、生細胞に起因する吸光 (650nm)を測定し、細胞毒性の指標とした。
2.6 溶剤分画
モッテノホカ成分の抽出法を図2に示した。モッテノホカを真空乾燥機で乾燥し、乾燥モ
ツテノホカを得た。乾燥モッテノホカに対し、 5倍量のヘキサンを加え一昼夜浸漬し、抽
出、ろ過した後、ロータリーエパポレーターで乾燥させ、ヘキサン抽出物を得た。次に、残
j査に5倍量のクロロホルムを加え、ヘキサン抽出物と同様の方法でクロロホルム抽出物を得
た。残波に5倍量のメタノールを加え、同様の方法でメタノール抽出物を得た。
2.7 オープンカラム精製
充填剤としてセファデックス LH・20(GEヘルスケア社)を用いたオープンカラムクロマ
トグラフイー(内径52mm)を用いて、モッテノホカのメタノール抽出物lOgを分画し、 100
種の分爾物を調製した。移動相はメタノーJレを用いた。
2.8 分取液体クロマトグラフィー
オープンカラム分画物のうち、活性が認められた画分の活性成分の精製は次の方法を用い
た。カラムはdevelosil・ODS・10(内径20mmx長さ200mm:野村化学製)移動相は水:メタノ
ール:トリプルオロ酢酸=30:70:0.1(v/v/v)、流速は6ml!minとし紫外可視分光光度計(254nm)
で検出した。
2.9 活性成分の機器分析
質量分析は Qト5000(島津製作所)イオン化方法はE1 (20eV)を用いて直接導入法によ
り行った。
lH (600MH2) と13C(150MH2) -NMRスベクトルはテトラメチルシランを内部標準とし、
JEOL ECA600型(日本電子)を用いて測定した。
3.結果
3.1 溶剤分画
溶剤分画のフローを図2に示した。本方法により乾燥モッテノホカ100gからヘキサン抽
出物2.5g、クロロホルム抽出物2.4g、メタノール抽出物19.7gが得られた。
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モッテノホカ
真空乾燥
19.7g 
図2 モッテノホカ抽出フロー
3.2 溶剤分画物の細胞毒性
図2に示した抽出物の細部毒性を図3に示した。いずれの抽出物も100μg/ml以下の濃度
で有意な細胞毒性は認められなかった。
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図3 溶媒分画物の細胞毒性
3.3 溶剤分画のMAPキナーゼ活性化作用
モッテノホカ溶剤抽出物の MAPキナーゼ (ERK1/ 2)活性化作用を図4に示した。そ
の他の山形県産農産物の MAPキナーゼ活性化作用も併記した。モッテノホカ溶剤分画物の
うちメタノール抽出物に比較的強い MAPキナーゼ活性化作用が認められたので、メタノー
jレ抽出物から活性成分の単離を試みた。
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図4 モッテノホカ溶剤抽出物の MAPキナーゼ (ERK1/ 2)活性化作用
3.4 オープンカラム分画物のTLC分析と MAPキナーゼ活性化力
10gのメタノーjレ抽出物のオープンカラム精製で得られた商分の収量を図5に示した。ま
た、画分番号10、15・・・、 80の薄層クロマトグラムを図6に示した。 MAPキナーゼ活性
化能を比較した結果、 40番以降の画分に活性が認められた(データ省略)。
3.5 分取高速液体クロマトグラフィーによる精製
分取時のクロマトグラフムを図7に示した。結果として、図の7中のA、日、 C、Dに相
当する4種の物質を得た。
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図5 オープンカラム精製で得られた画分の収量
-96一
仁科・加藤・木村:食用菊モッテノホカが含有するポリフエノールの生理活性について
図6 分画物の薄層クロマトグラム
No.40'"'-' 80のク口マ卜グラム
ク口マ卜条件:ODSMeOH:水=70: 30 254nm 
図7 分取時のク口マトグラフム
3.6 4物質の質量分析
4物質の低分解能質量分析結果を図8に示した。図8の結果から物質A、B、c、Dのそ
れぞれの分子量を288、286、300、284と推定した。
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3.7 4物質の NMRスペクトル
サンプルA、B、DのlHNMRスペクトルデータは、それぞれ、
物質A:lH NMR (acetone-d6， 400 MHz): 7.04 (IH， s， Hイ)，6.88(2H， s， H-2' and H-6')， 5.97 (IH， 
s， H-8) ，5.95 (IH， s， H司6)，5.40 (IH， dd， J = 13.3 and 3.2 Hz， H同2)，3.14 (IH， dd，J= 17.4and 
13.3Hz， H帽3)，2.72 (IH， dd， J = 17.4 and 3.2 Hz， H-3) . 
物質B:lH NMR (acetone-d6， 400 MHz): 7.52 (lH， s， H-2')， 7.48 (lH， d， J= 8.7 Hz， H-6')， 7.01 (1 
H， d， J= 8.7 Hz， Hる')，6.59 (lH， s， H-3) ，6.54 (IH， s， H-8) ，6.26 (IH， s， H・6). 
物質D:lHNMR (ac巴ton巴・d6，400 MHz) : 8.04 (2H， d， J = 8.7 Hz， H-2' and H-6') ，7.14 (2H， d， J = 
8.7 Hz， H-3' and H-5') ，6.69 (IH， s， H帽3)，6.57 (IH， s， H-8) ，6.28 (lH， s， H-5) ，3.92 (3H， s， OMe) . 
であった。
物質cには不純物が認められたので、 NMRスペクト jレデータの記載を省略した。
C、B、物質A、図8
3.8 4物質の化学構造
質量分析と NMRiP，IJ定の結果から物質Aは5、7、3'，5二テトラヒドロキシフラパノン、物
質Bはルテオリン、物質Dはアカセチンであると同定した。(図9)。
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図9 同定した3物質の分子構造
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キク (Chrσysa釘叩nt的hem山11川um汀mη1morifゐof凶ji祉U叩uω1mRamat.)にルテオリンが含まれることは公知でで、あり、 jルレテ
オリンと ltωut匂eoli凶nト-平bet惚a幽心D-也glu山』応c∞os剖id白e含量の季節変動 [5Jや、ヒト臓帯静脈内皮細胞におけ
る細胞間接着因子 1およびらセレクチンによる酸化LDL-誘導発現抑制作用[6 J、ヒト
大腸癌細胞Colon205に対する細胞毒性 [7J、抗変異原性 [8Jが報告されている。さらに、
キク中の Acacetin誘導体の抗AIDS作用 [9J、抗変異原性 [8J、キサンチンオキシダーゼ
活性阻害口OJ、に関する報告ある。一方、 tetrahydroxyf1avanoneがキクに含まれるという報
告はPubmedには見あたらなかった。
3.9 同定した3物質の MAPキナーゼ活性化作用
jレテオリンのMAPキナーゼに対する作用については、ストレスタンパクの減少作用
口1]、神経栄養作用と神経保護作用 [12，13，14J、神経分化誘導 日5J、損傷DNAの修復 日6J、
N・methyl-4刊lenyl-pyridiniumが誘導する細胞毒性の軽減 [l7J、細胞毒性阻害 [18，19，20，21]
などが報告されている。アカセチンの細胞毒性については、内皮細胞の形態変化 [22J、ヒ
ト乳癌細胞に対する毒性と分化誘導作用 [23J、抗炎症作用 [24J等の報告がある。フラパ
ノンのMAPキナーゼに対する作用としては神経保護作用 [25Jに関するものがあるが、テ
トラヒドロキシフラパノンのMAPキナーゼ活性化作用に関する先行研究は見あたらなかっ
た。
4.まとめ
モッテノホカ中のMAPキナーゼの活性化成分の探索を行った。モッテノホカメタノール
抽出物を分子ふるいク ロマトグラフイ 一、分取高速液体ク ロマト グラフィ 一等で分画し、 4
種類の紫外吸収を呈するMAPキナーゼの活性化成分を得た。得られた化合物の機器分析を
行い、 4物質のう ちの3物質は5、7、3'，5'-テトラヒドロキシフラパノン (A)、ルテオリ ン
(B)、アカセチン (D)であるこ とを明らかにした。単離した物質A，B， DはMAPキナ
ーゼ活性化作用を示した。しかし、モッテノホカメタノール抽出物のMAPキナーゼ活性化
作用と比較して、 単離した成分の比活性の方が弱かったことから、モッテノホカ中には物質
A， B， D以外の紫外吸収を示さないMAPキナーゼ活性化成分が存在すると考えられた。
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